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(§) Verwendung von Bromelain zur Krebstherapie und/oder Metastasen-Prophylaxe 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Bromelain zur Krebstherapie und/oder Metastasen-Prophy- 
laxe. tnsbesondera eignet sich Bromelain fur die strukturelle 
Modulierung der von Krebszellen exprimierten CD44-Ober- 
flachenmolekule, die fur die metastasierenden Eigenschaf- 
ten von Tumoren verantwortlich sein konnen. 
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Beschreibun* * en w"'* 31 uberraschenderweise audi auf Oberfiachen 

Beschreibung ^ Tumorze , len nachg ewiesen (Arch, RA. et al, Scwn- 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver^ndung ^g^'geSto Sen, da3 die von KrebszeUen 

von Bromelain zur Krebstherap.e und/oder Metasta- g^^Se fur die metastasierenden 

sen-Prophylaxe. j^„.i; m ,,.p«t«.rhiTi»kar- Eieenschaften des Tumors verantwortlichistTumorzel- 

pcreigcncrZellen,diedurcftiortgeserae^cutcuuii 6 ^ * ,, n t^nseheideiL ftlhren in vivo entweder zu 

SflK^S^ ^ eines Arzneimitte^das das Metastasierung, 

me ist ^de, -des £«5SSi°£ 30 dSX^^LtszurBehandlMg 
dem Fundort lokale Metastasen (in der umgeoung ™* « un d/odcr der Verhfltung der Metastasierung 

ferenTe^^ ff^S^OWfW 
spatientennichtamPrima^^ 

St Voraussetzung for *J2gg»3^S^S5 ^SaL^^ 

. gSE5S£S5 

weh entfernte Korperregionen .wrzudrbgea Deshalb Bromelain hat ^ er fi„- 

nut denen diese sich an Zellen heften, die <he Btafrnnd 1^™%™* verwendete pflanzUche Protea- 

asss^tiUi^«-^M^ 55 Enzymi das aus dem 

zubilden. riaB einer Variante Milchsaft der unreifen, fleischigen Friichte des Melo- 

JSSSSSttttlZ XSde nenbaums Carica papaya mit Oblichen Methoden her- 

^^^^^^SSSl^vS- eo ^vmdChymotrypsinsindproteolytischeEnzy- 
^^T^SX^^l m^ebe^nnteSBenausPankreasgewonnenwer- 

Blutes, vorhanden ist (M. f LrikgjWJf^ d ^n gehoren zu der Untergruppe der Esterasen 

auf bestimmten Zellen der Haut und auf « ra JSK« sind Grykosid-spaltende Enzyme, die bei- 

^:«r2» ^rr^ode^ezienenM^organis- 
stanten Teil (KT) und variablen Teil (VT). CD44-Varian- mengewonnenwerden. 
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Vorzugsweise wird als Lipase Triacylglyceroilipase 
und/oder als Amylase a-Amylase verwendet Pankrea- 
tin wird tiblicherweise aus Schweine- oder Rinderpan- 
kreas isoliert 

Eine besonders gute Wirksamkeit hat die kombinierte 5 
Verwendung von 50 bis 200 mg, vorzugsweise 100 mg 
Pankreatin, 20 bis 100 mg, vorzugsweise 45 mg Brome- 
lain, 40 bis 100 mg, vorzugsweise 60 mg Papain, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg Triacylglyceroilipase, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg a-Amylase, 10 bis 30 mg, 10 
vorzugsweise 24 mg Trypsin, 1 bis 10 mg, vorzugsweise 
1 mg Chymotrypsin pro Dosiseinheit 

Weiterhin kOnnen vorzugsweise zusatzlich Rutosid, 
ein zu den Flavonoiden gehdrendes Glykosid, und/oder 
Serratia-Peptidase (aus Mikroorganismen der Gattung 15 
Serratia) verwendet werden. 

Fur die Herstellung von pharmazeutischen Prapara- 
ten, die die erfindungsgemaBen Enzyme enthalten, k5n- 
nen weiterhin die ublichen Hilfs- und/oder Tragerstoffe 
verwendet werden- 20 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 

Beispiei 1 

2 x 10 5 Zellen (z. B. aktivierte T-Lymphozyten oder 25 
Zellen der leukamischen Zellinien U937 und MOLT 4/8) 
in 80 jil serumfreiem Medium wurden mit 20 ui einer 
Protease-Ldsung (Bereich der Endkonzentration 
40,0—2,50 ug Protease/ml) versetzt und 1 Stunde bei 
37°C im Inkubationsschrank (100% Luft, 5% CO2) inku- 30 
biert 

Nach der Inkubation erfolgte zweimaliges Waschen 
der Zellen mit Phosphat-gepufferter, isotonischer Koch- 
salzlOsung pH 7,3 (PBS); der durch das Waschen beding- 
te Verdiinnungsfaktor war 1 : 2500. 35 

Nach dem Waschen wurden die Zellen in 100 ui PBS 
aufgenommen und mit einem CD44-spezifischen mono- 
klonalen Antik6rper (100ng/ml), welcher mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff, z. B. Fluoreszeinisothiocyanat, 
konjugiert war bei 4° C 30 Minuten lang markiert 40 

Durch zweimaliges Waschen mit PBS wurde der 
OberschUssige, ungebundene Markierungsantikdrper 
entfernt Die Zellen wurden dabei durch Zentrifugation 
vom Waschmedium getrennt 

Nach Aufnahme der Zellen in 100 uJ PBS wurden die 45 
Analysenproben bis zur Messung in einem Eisbad auf- 
bewahrt Die Messung der Dichte der Antikorper-mar- 
kierten CD44-OberflachenmoIekfiie erfolgte mit Hilfe 
eines DurchfluBzytometers. 

Durch Vergleich der MeBdaten von Protease-behan- 50 
delten Zellen und Referenzproben, konnte die spezifi- 
sche, CD44-Struktur-modulierende Eigenschaft der 
Proteasen bestimmt werden. 

In den Fig. 1 bis 6 sind einige Ergebnisse der durchge- 
fiihrten Versuchsreichen graphisch dargestellt 55 

Fig. la und lb veranschaulichen die Anderung der 
relativen Dichte der Epitope L-178 (Fig. la) und J-173 
(Fig. lb) des CD44-MoIekuls nach Behandlung von Zel- 
len der leukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 mit verschie- 
denen Konzentrationen der pflanzlichen Proteasen Bro- eo 
melain und Papain. 

Fig. 2 veranschaulicht die Anderung der relativen 
CD44-Dichte durch Behandlung von Zellen der leuka- 
mischen T-Zellinie MOLT 4/8 mit den pflanzlichen Pro- 
teasen Bromelain und Papain. 65 

Die Fig. 3 und 4 zeigen die Abhangigkeit der Veran- 
derung des Epitops L-178 des CD44-Molekttls auf Zel- 
len der leukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 von der 
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Konzentration der pflanzlichen Proteasen Bromelain 
(Fig. 3) und Papain (Fig. 4). 

Die Fig. 5 und 6 veranschaulichen die VerSnderung 
des Epitops L-178 des CD44-Molekuls auf Zellen der 
leukamischen T-Zellinie MOLT 4/8 durch a2-Makroglo- 
bulin-komplexierte Proteasen nach einstundiger Inku- 
bation (Fig. 5) und vierstiindiger Inkubation (Fig. 6) bei 
37°C 

Die in den Fig. 1 bis 4 dargestellten Ergebnisse zeigen 
eindeutig, daB die pflanzliche Protease Bromelain das 
CD44-Oberfiachenmolekfil in einer Weise verandert, 
daB dieses nicht mehr von spezifischen monoklonalen 
Antikdrpern erkannt wird. Unterschiedliche Epitope 
von CD44 werden dabei in einem unterschiedlichen 
AusmaB strukturell moduliert (vgL Fig. la und lb). Es 
konnte auBerdem gezeigt werden, daB Bromelain im 
Vergleich zu Papain eine hchere Wirksamkeit hinsicht- 
lich der Modifizierung des stark glykosylierten 
CD44-Antigens besitzt Aus den Fig. 5 und 6 geht her- 
vor, daB Bromelain durch a2-Makroglobulin nicht ent- 
scheidend gehemmt wird. a2-Makroglobulin ist ein Pro- 
teaseinhibitor, der a a. im menschlichen Blutserum vor- 
kommt 

Da Bromelain das CD44-OberfiachenmolekuI struk- 
turell moduliert, ist diese pflanzliche Protease ftir die 
Verhinderung der Metastasierung von Krebszellen bzw. 
zur Therapie von Krebs geeignet 

Patentanspriiche 

1. Verwendung von Bromelain zur Krebstherapie 
und/oder Metastasen-Prophylaxe. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzlich mindestens eine weitere 
pflanzliche Protease verwendet wird 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als weitere pflanzliche Protease Pa- 
pain verwendet wird. 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich mindestens 
eines der Enzyme Trypsin, Lipase, Amylase, Chy- 
motrypsin und/oder Pankreatin verwendet wird. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Lipase Triacylglyceroilipase ver- 
wendet wird. 

6. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Amylase a-Amylase verwendet 
wird 

7. Verwendung nach mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich 
Rutosid verwendet wird 

8. Verwendung nach mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 50 bis 
200 mg, vorzugsweise 100 mg Pankreatin, 20 bis 
lOOmg, vorzugsweise 45 mg Bromelain, 40 bis 
100 mg, vorzugsweise 60 mg Papain, 5 bis 50 mg, 
vorzugsweise 10 mg Triacylglyceroilipase, 5 bis 
50 mg, vorzugsweise 10 mg o-Amylase, 10 bis 
30 mg, vorzugsweise 24 mg Trypsin, 1 bis 10 mg, 
vorzugsweise 1 mg Chymotrypsin pro Dosiseinheit 
verwendet werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzlich 10 bis 100 mg, vorzugswei- 
se 50 mg Rutosid x 3H2O pro Dosiseinheit ver- 
wendet werden. 

10. Verwendung nach mindestens einem der An- 
sprOche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB zu- 
satzlich Serratia-Peptidase verwendet wird 
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Abb. 1a 
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Modulation des CD44-Epitopes L-178 

durch proteolytische Enzyme nach 1 Stunde 



15 



10 




c 

u 



to 
c 



E E E 



(p o 



q 
o 

c 

JO 

0) 

E 

O 

m 



in 



0.001 



** 

i 



o 
d 



o 
a 
a 
a- 



£ E 

3 I 

o o 
o 

*- CM 



408 030/245 



Nummer: DE 4302060 A1 

ZEICHNUNGEN SE.TE 2 Numm^. ^ R ^ 

Offenl gun8Stag: 28.Juli1994 



Abb. 1b 



Modulation des CD44-Epitopes J-173 

durch proteolytische Enzyme nach 1 Stunde 
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Figur 2 



Anderunq der relativen CD44-Dichte (Epitop L-178) 
aSfde? leukainischen T-Zellinie MOLT 4/8 durch 



Proteasen (40pg/ml, lh) 
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Figur 3 



Konzentrationsabhangigkent der Modulation 
des L-178 Epitopes des CD44-MoIekUIes 
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Figur 4 



Konrentrationsabhangigkeit der Modulation 
des L-178 Epitopes des CD44-MolekuIes 
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Figur 5 



Modulation des L-178 Epitopes des CDU-Molekules durch 
a -Makroglobulin (a 2 -MG)-kompiexierte Proteasen (10/^g/ml) 
2 nach 1-st0ndiger Inkubation bei 37°C. 
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Figur 6 



Modulation des L-178 Epitopes des CD44-Molekules durch 
tx -Makroglobulm (a 2 -MG)-komp!exierte Proteasen (10/^/ml) 
2 nach 4-stundiger Inkubation bei 37°C. 
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